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resumo 
 
 
O osteossarcoma é o tipo mais comum de tumor ósseo maligno de alto grau 
que ocorre em crianças e adolescentes, sendo caracterizado por baixa 
resposta aos tratamentos atuais. A diminuição da eficácia dos quimioterápicos, 
devida à resistência adquirida pelas células tumorais, torna necessário 
encontrar novos fármacos que melhorem o resultado dos tratamentos. A 
fisetina é um flavonóide com reconhecidas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatórias e referenciada pelas suas capacidades anticancerígenas e anti-
invasivas. O objetivo deste estudo consiste em avaliar o efeito citotóxico da 
fisetina em células MG-63, isolado e combinado com etoposido, a par da sua 
influência na progressão do ciclo celular. Para tal, a linha de osteossarcoma 
humano MG-63 foi tratada com diferentes concentrações de fisetina, etoposido 
e combinações ao longo de 48h. Os efeitos citotóxicos foram analisados 
através de três ensaios distintos: o ensaio 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazólio (MTT), o ensaio violeta de cristal (CV) e o ensaio clonogénico. 
O ciclo celular foi analisado por citometria de fluxo e os níveis de expressão 
dos genes que regulam este ciclo foram determinados por qPCR. Os 
compostos isolados e combinados apresentaram um efeito negativo na 
proliferação celular, induziram alterações na dinâmica do ciclo celular das 
células MG-63 e aumentaram a percentagem de células em fase G2. Os níveis 
de expressão de CDK1 (p<0,05) e CDK2 foram diminuídos pela fisetina e pela 
combinação com menor concentração de etoposido. Estas observações 
apontam a fisetina como um potencial agente contra o osteossarcoma em 
terapias combinadas. No entanto, são necessários mais estudos para clarificar 
o modo de ação deste flavonóide no osteossarcoma. 
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abstract 
 
Osteosarcoma is the most common type of high-grade malignant bone tumor 
occurring in children and adolescents, being characterized by having poor 
response to current therapeutics. The diminished effectiveness of cytotoxic 
drugs due to acquired resistance leads to the necessity of finding new 
therapeutic agents with improved outcome. Fisetin is a flavonoid with 
recognized antioxidant and anti-inflammatory properties and has been reported 
to possess anticancer and anti-invasive capabilities. The aim of this study is to 
evaluate the cytotoxic effects of fisetin in MG-63 cells, alone and in combination 
with etoposide, and its influence on cell cycle progression. For this, MG-63 
human osteosarcoma cell line was treated with different concentrations of 
fisetin, etoposide and combinations for a period of 48 h. Three different assays 
were used to analyze the cytotoxic effects: the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay, the crystal violet (CV) assay and the 
clonogenic assay. Cell cycle was assayed by flow cytometry and expression 
levels of the cell cycle genes were analyzed by qPCR. Isolated and combined 
compounds showed negative effects on cell proliferation, induced alterations on 
cell cycle of MG-63 cells and increased the percentage of cells in G2 phase. 
Expression levels of CDK1 (p<0,05) and CDK2 were decreased by fisetin and 
combination with less concentration of etoposide. These observations point to 
fisetin as a potential agent against osteosarcoma in combination therapies. 
However, further studies are needed to clarify the mode of action of this 
flavonoid in osteosarcoma. 
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1.1.	Cancro	
Responsável	por	milhões	de	mortes	anuais,	o	cancro	encontra-se	entre	as	principais	
causas	 de	 morte	 mundial.	 Nos	 últimos	 anos	 verificou-se	 um	 acentuado	 avanço	 de	
conhecimento	 que	 permitiu	 perceber	 que	 a	 carcinogénese	 envolve	 várias	 alterações	
celulares,	quer	a	nível	genético	quer	a	nível	do	crescimento	celular.	Sabe-se,	então,	que	
existem	mais	de	 cem	 tipos	de	 cancro,	 resultantes	de	alterações	 celulares	 induzidas	por	
mutações	 que	 geram	 oncogenes	 e	 inibem	 genes	 supressores	 de	 tumores.	 As	 células	
tumorais	apresentam,	assim,	erros	nos	circuitos	regulatórios	que	regem	a	proliferação	e	a	
homeostase,	muitas	vezes	resultantes	de	uma	 impressionante	variedade	genotípica	que	
se	manifesta	 através	de	 variadas	 alterações	na	 fisiologia	 celular,	 nomeadamente:	 auto-
suficiência	em	sinais	de	 crescimento,	 insensibilidade	a	 sinais	 inibidores	de	 crescimento,	
evasão	da	apoptose,	potencial	replicativo	 ilimitado,	angiogénese	sustentada,	 invasão	de	
tecidos	 adjacentes	 e	 metástases	 (Hanahan	 &	 Weinberg	 2000;	 Hanahan	 &	 Weinberg	
2011).	
Os	 genes	 alterados	 ao	 longo	 do	 processo	 cancerígeno	 codificam,	 muitas	 vezes,	
proteínas	 que	 regulam	 os	 processos	 de	 proliferação,	 diferenciação	 e	 desenvolvimento	
celular.	As	mutações	que	os	afetam	comprometem	as	funções	que	desempenham	e	são	
responsáveis	por	desregular	importantes	vias	de	sinalização	celular	(Sherr	2004).	Um	dos	
exemplos	mais	 conhecidos	é	provavelmente	o	 gene	TP53,	que	 se	encontra	mutado	em	
cerca	 de	 50%	 dos	 tumores,	 e	 que	 codifica	 a	 proteína	 p53,	 também	 conhecida	 como	 a	
“guardiã	do	genoma”.	Em	condições	normais,	fatores	como	a	radiação	UV,	danos	no	DNA,	
bloqueios	na	transcrição	e	agravamento	do	estado	de	hipóxia	proporcionam	um	aumento	
significativo	dos	níveis	da	p53,	ativando	a	via	de	sinalização	mediada	por	esta	proteína.	A	
p53	 é	 então	 fosforilada	 por	 cinases	 de	 proteína	 (das	 quais	 são	 exemplo	 a	 CHK2,	 ATM,	
AMPK)	e	a	sua	interação	com	o	regulador	mdm2	é	inibida,	o	que	impede	a	degradação	da	
proteína.	Ao	manter	a	sua	funcionalidade,	a	p53	comporta-se	como	fator	de	transcrição	
de	vários	genes	que	impedem	a	progressão	do	ciclo	celular	e	medeiam,	assim,	o	processo	
cancerígeno	(Leber	&	Efferth	2009).	Contudo,	a	 regulação	do	ciclo	celular	não	é	apenas	
assegurada	 pela	 funcionalidade	 desta	 proteína,	 existindo	 diversos	 mecanismos	 que	
intervêm	na	dinâmica	deste	ciclo.	
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1.1.1.	Ciclo	celular	
O	 ciclo	 celular	 é	 um	 processo	 fortemente	 regulado	 fundamental	 ao	 normal	
funcionamento	 da	 célula.	 Compreender	 os	 mecanismos	 envolvidos	 na	 sua	 dinâmica	 é	
essencial	 para	 detetar	 alterações	 nos	 circuitos	 regulatórios,	 que	 muitas	 vezes	
desencadeiam	 graves	 danos	 celulares.	 O	 ciclo	 celular	 dos	 eucariontes	 encontra-se	
dividido	em	duas	fases	distintas:	a	interfase,	que	compreende	as	fases	G1,	S	e	G2,	e	a	fase	
mitótica	 (também	 denominada	 fase	M	 ou	mitose).	 A	 fase	 G1	 é	 caracterizada	 por	 uma	
intensa	 atividade	 biossintética,	 ocorrendo	 replicação	 dos	 organelos	 citoplasmáticos	 e	
consequente	crescimento	celular.	Por	sua	vez,	na	fase	S	dá-se	a	replicação	do	DNA,	que	
culmina	com	o	início	da	fase	G2	marcada	pela	síntese	de	proteínas	e	outros	componentes	
celulares	necessários	para	a	divisão	celular.	No	final	da	interfase,	a	célula	entra	em	mitose	
e	 divide-se	 em	 duas	 células-filhas.	 Após	 a	 divisão	 celular,	 a	 célula	 (em	 fase	 G1)	 pode	
entrar	em	quiescência	e	alcançar	uma	fase	de	latência	designada	G0.	(Wu	et	al.	2015;	Pisu	
et	al.	2015).		
A	progressão	do	ciclo	celular	é	controlada	por	um	grupo	de	proteínas	pertencentes	
à	 família	 das	 serina/treonina	 proteína	 cinases.	 Estas	 cinases	 são	 heterodímeros	
compostos	por	uma	subunidade	catalítica,	formada	por	uma	cinase	dependente	de	ciclina	
(CDK),	 e	 uma	 subunidade	 reguladora,	 constituída	 por	 uma	 ciclina	 necessária	 para	 a	
ativação	 da	 CDK.	 Atualmente	 são	 conhecidos	 vinte	 e	 um	 genes	 que	 codificam	 CDKs	 e	
vinte	 e	 nove	 que	 codificam	 ciclinas;	 as	 CDKs	 1,	 2,	 4	 e	 6	 e	 as	 ciclinas	 A,	 B,	 D	 e	 E	 são	
consideradas	os	principais	reguladores	do	ciclo	celular	(Bretones	et	al.	2014).	As	ciclinas	
são	continuamente	sintetizadas	e	destruídas	ao	longo	do	ciclo,	o	que	causa	uma	variação	
nos	 níveis	 de	 expressão	 destas	 proteínas;	 já	 a	 expressão	 das	 CDKs	 mantém-se	
relativamente	 constante.	 Na	 fase	 G1	 verifica-se	 um	 aumento	 dos	 níveis	 de	 ciclina	 D	
(estimulado	 por	 fatores	 de	 crescimento)	 e	 ciclina	 E	 que	 se	 ligam,	 respetivamente,	 à	
CDK4/6	 e	 à	 CDK2,	 formando	 complexos	 ativos.	 Os	 complexos	 ciclina	 D/CDK4	 e	 ciclina	
D/CDK6	fosforilam	a	proteína	retinoblastoma	(pRb)	permitindo	a	acumulação	do	fator	de	
transcrição	 E2F,	 que	 por	 sua	 vez	 desencadeia	 a	 expressão	 de	 genes	 que	 codificam	
proteínas	(como	a	ciclina	E)	necessárias	na	fase	S.	A	formação	do	complexo	ciclina	E/CDK2	
promove	a	progressão	do	ciclo	celular.	Na	fase	S,	a	CDK2	associa-se	à	ciclina	A	(necessária	
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para	 a	 replicação	 do	 DNA)	 e	 a	 célula	 alcança	 a	 fase	 G2,	 onde	 se	 estabelecem	 os	
complexos	ciclina	A/CDK1	e	ciclina	B/CDK1.	Na	transição	G2/M	a	ciclina	B,	após	atingir	um	
pico	de	síntese,	é	degradada	e	a	célula	alcança,	por	fim,	a	fase	M	(Figura	1)	(Lu	et	al.	2005;	
Bretones	et	al.	2014).	
	
	
Figura	1	–	Esquema	representativo	da	dinâmica	do	ciclo	celular.	Adaptado	de	Vermeulen	et	al.	(Vermeulen	et	al.	2003).	
	
Existem	ainda	determinadas	moléculas	que	impedem	a	progressão	do	ciclo	celular	
até	 os	 processos	 celulares	 estarem	 devidamente	 concluídos.	 Estes	 agentes	 atuam	 em	
pontos	 de	 controlo	 específicos	 (designados	 checkpoints)	 detetando	 e	 permitindo	 a	
correção	de	eventuais	danos	no	DNA.	A	proteína	p53	e	o	 fator	promotor	de	maturação	
(MPF)	são,	respetivamente,	mediadores	das	transições	G1/S	e	G2/M,	integrando	os	dois	
principais	 checkpoints	 do	 ciclo	 celular	 (Lee	 et	 al.	 2015).	 Em	 células	 tumorais,	 estes	
mediadores	encontram-se	muitas	vezes	disfuncionais,	o	que	se	traduz	numa	acumulação	
de	 ciclinas	 e	 CDKs,	 que	 contornam	 os	 checkpoints	 promovendo	 a	 progressão	 do	 ciclo	
celular,	e	numa	diminuição	da	apoptose	em	células	transformadas.	Esta	perda	de	função	
Ciclina	A	
Ciclina	E	
Ciclina	A	
Ciclina	B	
Ciclina	D	 Ciclina	D	
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aliada	 à	 sobrexpressão	 de	 determinadas	 ciclinas,	 impulsionam	 a	 tumorigénese	 e	
assumem-se	importantes	alvos	terapêuticos	(Alao	2007).	
	
1.1.2.	Osteossarcoma	
Constituído	por	uma	matriz	orgânica	e	variados	elementos	inorgânicos,	o	osso	é	um	
órgão	 particularmente	 rígido	 mas	 também	 dinâmico	 na	 sua	 estrutura,	 crescimento	 e	
manutenção.	 De	 modo	 a	 manter	 a	 integridade	 estrutural	 e	 a	 homeostase	 mineral,	 o	
tecido	ósseo	é	continuamente	moldado	e	reparado	(Teitelbaum	2000;	Boyle	et	al.	2003;	
Kular	et	al.	2012).	Este	complexo	processo	metabólico,	denominado	remodelação	óssea,	
é	rigorosamente	regulado	por	dois	tipos	de	células,	os	osteoclastos	e	os	osteoblastos.	Os	
primeiros	 são	 as	 principais	 células	 de	 reabsorção	 óssea,	 intervindo	 na	 formação	 do	
esqueleto	 e	 na	 regulação	 da	massa	 óssea;	 já	 os	 osteoblastos	 regulam	 a	mineralização,	
sintetizam	 massa	 óssea	 e	 por	 fim	 diferenciam-se	 em	 osteócitos	 ou	 células	 de	
revestimento	ósseo.	A	articulação	da	atividade	destas	 células	é	altamente	 regulada	por	
fatores	 locais	e	sistémicos	de	modo	a	manter	a	homeostase	óssea.	Um	desequilíbrio	no	
processo	de	remodelação	pode	desencadear	patologias	como	a	osteopenia,	osteoporose,	
osteopetrose,	 doença	 de	 Paget	 e	 osteossarcoma	 (Kular	 et	 al.	 2012;	 Spyropoulou	 et	 al.	
2015).	
O	 osteossarcoma	 é	 o	 tumor	 primário	maligno	mais	 comum	do	 osso	 com	elevada	
prevalência	 em	 crianças	 e	 adolescentes.	 Responsável	 por	 cerca	 de	 quatro	 milhões	 de	
casos	todos	os	anos,	representa	5%	dos	tumores	na	infância	e	ocupa	a	terceira	posição	na	
lista	 de	 neoplasias	mais	 comuns	 na	 adolescência	 e	 a	 quinta	 em	 indivíduos	 com	 idades	
compreendidas	entre	os	quinze	e	os	dezanove	anos	(Tang	et	al.	2008;	Meng	et	al.	2012;	
Luetke	 et	 al.	 2014).	 Surge	 com	 maior	 frequência	 justaposto	 à	 articulação	 do	 joelho	
envolvendo	 o	 fémur	 distal	 (aproximadamente	 43%	 dos	 casos),	 na	 tíbia	 proximal	 e	 no	
úmero	 proximal.	 Durante	 a	 puberdade,	 estes	 ossos	 experimentam	 uma	 rápida	 divisão	
celular	de	modo	a	promover	o	crescimento;	contudo,	os	sinais	que	o	estimulam	podem	
propiciar	a	oncogénese	do	osteossarcoma	(Gill	et	al.	2013).	
Embora	 a	 sua	 etiologia	 seja	 ainda	 pouco	 clara,	 evidências	 emergentes	 sugerem	 que	 o	
osteossarcoma	 é	 causado	 por	 alterações	 genéticas	 e	 epigenéticas	 que	 interferem	 na	
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diferenciação	 dos	 osteoblastos	 a	 partir	 de	 células-tronco	 mesenquimais,	 originando	
formas	 condroblásticas,	 fibroblásticas	 e	 osteoblásticas	 disfuncionais	 (Tang	 et	 al.	 2008).	
Tais	alterações,	responsáveis	pela	heterogeneidade	deste	tipo	tumoral,	são	determinadas	
por	 transformações	 moleculares	 e	 celulares	 que,	 por	 sua	 vez,	 são	 o	 principal	 foco	 de	
investigação	 da	 biologia	 do	 cancro.	 Deste	 modo,	 existem	 dois	 modelos	 gerais	 de	
heterogeneidade	tumoral:	o	modelo	da	“mutação	genética”,	onde	o	fenótipo	tumoral	é	
inteiramente	 determinado	 pelo	 número	 e	 tipo	 de	 mutações	 a	 que	 as	 células	 pré-
osteoblásticas	comprometidas	são	suscetíveis,	e	o	modelo	da	“célula	de	origem”,	onde	os	
diferentes	 subtipos	 tumorais	 resultam	 de	 eventos	 oncogénicos	 sustentados	 por	
diferentes	 populações	 celulares	 da	 linhagem	 hierárquica	 do	 tecido	 (incluindo	 células	
mesenquimais)	(Figura	2)	(Mutsaers	&	Walkley	2014).		
	
	
	
	
	
Célula	tronco	
mesenquimal	
Precursor	
Osteogénico/	
Adipogénico	
Linhagem	
adipogénica	
Progenitor	
osteoblástico	
Pré-osteoblasto	
Osteoblasto	
Lesões	genéticas	adicionais	
contribuem	para	o	fenótipo	Mutações	
p53	
pRb	
Subtipo	condroblástico	
Subtipo	fibroblástico	
Subtipo	osteoblástico	
A)	
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Figura	2	–	Modelos	de	origem	dos	diferentes	tipos	de	osteossarcoma.	A)	Modelo	da	mutação	genética;	B)	
Modelo	da	célula	de	origem.	Adaptado	de	Mutsaers	&	Walkley	(Mutsaers	&	Walkley	2014).	
	
Vários	estudos	 revelam	que	o	gene	RB1,	que	codifica	a	pRb,	 se	encontra	alterado	
em	70%	dos	casos	de	osteossarcoma.	Esta	proteína	é	um	importante	regulador	do	ciclo	
celular	e	é	normalmente	fosforilada	pelo	complexo	ciclina	D/CDK4/-6	na	transição	G1/S,	
resultando	na	ativação	do	fator	de	transcrição	E2F	que	se	dissocia	da	proteína	fosforilada	
promovendo	a	síntese	de	DNA	e	a	progressão	do	ciclo	celular.	Assim,	a	desregulação	da	
expressão	deste	gene	resulta	na	inativação	da	via	funcional	Rb,	promovendo	o	processo	
carcinogénico	(Giacinti	&	Giordano	2006;	Tang	et	al.	2008).	
Aquando	 do	 diagnóstico,	 cerca	 de	 10-20%	dos	 indivíduos	 apresentam	metástases	
detetáveis,	 comummente	 localizadas	 nos	 pulmões	 (cerca	 de	 90%),	 osso	 e	 gânglios	
linfáticos.	Assume-se	ainda	que	80-90%	apresentam	micrometástases,	indetetáveis	pelos	
meios	de	diagnóstico	atuais	(Luetke	et	al.	2014).	
O	tratamento	atual	integra	a	resseção	cirúrgica	do	tumor	e	metástases	combinada	
com	 quimioterapia.	 Os	 compostos	 metotrexato,	 doxorrubicina,	 cisplatina,	 ifosfamida	 e	
etoposido	(ETO)	são	alguns	dos	mais	utilizados	no	tratamento	do	osteossarcoma,	sendo	
os	 três	 	 primeiros	 considerados	 mais	 ativos	 contra	 este	 tipo	 tumoral	 (Gill	 et	 al.	 2013;	
Daqian	et	al.	2015).	
Subtipo	
condroblástico	
Subtipo	
fibroblástico	 Subtipo	osteoblástico	
Mutações	
	
Mutações	
	
Mutações	
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A	 resistência	 aos	 fármacos	 é	 atualmente	 a	 principal	 limitação	 do	 sucesso	 da	
quimioterapia	 (Yang	 et	 al.	 2014).	 Preveni-la,	 combatê-la	 e	 desenvolver	 terapias	
alternativas	são	cada	vez	mais	as	grandes	prioridades	da	investigação	oncológica.	
	
1.2.	Etoposido	
Utilizado	 como	quimioterápico	 no	 tratamento	 de	 diversos	 cancros,	 o	 etoposido	 é	
um	 agente	 anticancerígeno	 semi-sintético	 derivado	 de	 uma	 podofilotoxina	 produzida	
naturalmente	pela	planta	Podophyllum	peltatum	(Alpsoy	et	al.	2014).	A	sua	conformação	
apolar	faz	com	que	tenha	pouca	capacidade	para	se	ligar	ao	DNA	livre	(Figura	3).	Assim,	
está	 inserido	 no	 grupo	 dos	 inibidores	 das	 topoisomerase,	 tendo	 como	 alvo	 a	 enzima	
topoisomerase	II,	que	por	sua	vez	intervém	nos	processos	de	replicação	e	transcrição	do	
DNA.	Quando	entra	em	contacto	com	a	enzima,	o	etoposido	forma	um	complexo	entre	
esta	 e	 o	 DNA	 impedindo	 que	 as	 cadeias	 polinucleotídicas	 se	 voltem	 a	 ligar;	
consequentemente	as	cadeias	quebram	e	acumulam-se	em	fragmentos.	Os	processos	de	
replicação	 e	 transcrição	 do	 DNA	 ficam	 assim	 comprometidos	 e	 a	 célula	 entra	 em	
apoptose	(Kushner	et	al.	1996;	Kaplan	&	Gündüz	2012;	Chamani	et	al.	2014).	
Alterações	 nos	 níveis	 de	 expressão	 de	 vários	 genes	 envolvidos	 nos	 processos	 de	
reparação	 e	 processamento	 do	 DNA	 são	 consideradas	 mecanismos	 de	 resistência	 a	
fármacos	inibidores	da	topoisomerase	II.	A	diminuição	da	expressão	do	gene	TOP2A	(que	
codifica	 a	 enzima	 topoisomerase	 II)	 foi	 mencionada	 como	 uma	 das	 causas	 desta	
resistência	(Alpsoy	et	al.	2014).	De	igual	modo,	défices	nos	níveis	de	expressão	dos	genes	
MSH2	 e	MLH1	 (que	 codificam	 proteínas	 que	 reparam	 erros	 de	 ligação	 no	 DNA)	 foram	
também	 relacionados	 com	 a	 resistência	 a	 vários	 agentes	 quimioterápicos	 incluindo	 o	
etoposido	(Kaplan	&	Gündüz	2012).	
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Figura	3	–	Estrutura	química	do	etoposido.	(Chen	et	al.	2010)	
	
1.3.	Fitocompostos	
1.3.1.	Flavonóides		
A	 toxicidade	e	 resistência	associadas	aos	quimioterápicos	atuais	 incitou	a	procura	
de	terapias	alternativas	e	de	novos	agentes	anticancerígenos,	fazendo	com	que	produtos	
naturais,	 como	os	 fitocompostos,	adquirissem	especial	 interesse.	 Inseridos	neste	grupo,	
os	 flavonóides	 têm	 sido	 alvo	 de	 grande	 atenção	 devido	 ao	 seu	 notável	 espectro	 de	
propriedades	 farmacológicas,	 entre	 as	 quais	 se	 destacam	 as	 atividades	 antioxidante,	
antimutagénica,	 antibacteriana,	 antiangiogénica,	 anti-inflamatória,	 antialérgica	 e	
anticancerígena	(Butler	2008;	García-Lafuente	et	al.	2009;	Amiri	et	al.	2013;	Ravishankar	
et	al.	2013).	
Pertencentes	ao	grupo	dos	polifenóis,	os	flavonóides	são	naturalmente	encontrados	
em	legumes,	frutos,	flores,	nozes,	sementes,	mel,	e	estão	por	isso	fortemente	integrados	
na	 dieta	 humana.	 Atualmente,	 são	 cerca	 de	 nove	 mil	 os	 compostos	 identificados,	
categorizados	 em	 subgrupos	 de	 acordo	 com	 a	 sua	 estrutura	 como	 flavonas,	 flavanóis,	
isoflavonas,	 flavonóis,	 flavanonas,	 flavanonóis	 e	 chalconas.	 A	 diversidade	 de	 padrões	
estruturais	 faz	 com	 que	 os	 flavonóides	 sejam	 reconhecidos	 como	 uma	 fonte	 de	
compostos	 naturais	 com	 potenciais	 propriedades	 anticancerígenas.	 Além	 disto,	 as	 suas	
capacidades	de	bloqueio	do	ciclo	celular,	indução	da	apoptose	e	inibição	da	angiogénese	
torna-os	 agentes	 anticancerígenos	 promissores	 (Mojzis	 et	 al.	 2008;	 Ravishankar	 et	 al.	
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2013;	 Ahamd	 et	 al.	 2015).	 A	 nível	 molecular,	 estes	 compostos	 têm	 sido	 referenciados	
como	modeladores	de	proteína-cinase,	recetores	de	fatores	de	crescimento	epidérmico,	
recetores	 de	 fatores	 de	 crescimento	 derivados	 de	 plaquetas,	 recetores	 de	 fatores	 de	
crescimento	 do	 endotélio	 vascular	 e	 de	 cinases	 dependentes	 de	 ciclina,	 que	 assumem	
elevada	 importância	 no	 processo	 cancerígeno.	 Baixas	 concentrações	 destes	 compostos	
inibem,	 ainda,	 a	 ação	de	determinadas	enzimas	 (como	o	 citocromo	P450),	 que	quando	
metabolicamente	ativas	desencadeiam	a	carcinogénese	e	eliminam	espécies	reativas	de	
oxigénio	 (ROS),	 os	 principais	 catalisadores	 da	 progressão	 tumoral	 (Ravishankar	 et	 al.	
2013).	
	
1.3.2.	Fisetina	
Inserida	no	subgrupo	dos	flavonóis,	a	fisetina	(FIS)	–	3,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona	–	
encontra-se	presente	em	vários	 frutos	 e	 vegetais,	 especialmente	em	morangos,	maçãs,	
kiwis,	uvas,	pepinos	e	cebolas,	em	concentrações	que	variam	entre	2	e	160	μg/g	(Figura	
4).	 Possui	 vastas	 propriedades	 biológicas,	 entre	 as	 quais	 se	 destacam	 as	 atividades	
antioxidante,	antibacteriana	e	anticancerígena,	que	a	tornam	um	fitocomposto	promissor	
no	 tratamento	 e	 prevenção	 de	 várias	 doenças	 incluindo	 o	 cancro	 (Adhami	 et	 al.	 2012;	
Mignet	et	al.	2012;	Stahlhut	et	al.	2015).	
	
	
	
	
	
	
Figura	4	–	Estrutura	química	da	fisetina.	(Suh	et	al.	2009)	
	
Estudos	 anteriores	 demonstraram	 que	 este	 flavonol	 anula	 a	 citotoxicidade	 da	
dexametasona	 e	 do	 ião	 fluoreto	 em	 osteoblastos	 (MC3T3-E1)	 e	 em	 neurónios	
hipocâmpicos	 (HT22)	 (Inkielewicz-Stepniak	 et	 al.	 2012).	 Por	 outro	 lado,	 estimula	 a	
proliferação,	 diferenciação	 e	 atividade	 dos	 osteoblastos,	 promovendo	 a	 formação	 da	
matriz	óssea	mineralizada,	por	regulação	positiva	do	fator	de	transcrição	Runx2	(Léotoing	
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et	al.	2014).	Foi	também	demostrado	que	a	fisetina	compromete	a	atividade	da	proteína	
RANKL	 interferindo	nas	vias	de	sinalização	celulares	mediadas	pela	 interação	entre	esta	
citocina	e	o	recetor	RANK.	Deste	modo,	a	expressão	dos	reguladores	NF-κB,	c-Fos,	p38	e	
JNK	é	afetada,	o	que	proporciona	a	inibição	da	diferenciação	dos	osteoclastos	(Choi	et	al.	
2012;	 Léotoing	 et	 al.	 2013;	 Kim	 et	 al.	 2014).	 Este	 fitocomposto	 atua,	 assim,	 como	
regulador	 exógeno	 da	 remodelação	 óssea,	 inibindo	 a	 reabsorção,	 estimulando	 a	
diferenciação	dos	osteoblastos	e	protegendo-os	dos	danos	oxidativos.	
Paralelamente,	 estudos	 in	 vitro	 e	 in	 vivo	 têm	 evidenciado	 as	 propriedades	
anticancerígenas	da	fisetina.	Sabe-se,	então,	que	este	flavonol	induz	apoptose	em	células	
de	 carcinoma	 hepatocelular,	 através	 da	 ativação	 da	 via	 de	 sinalização	 da	 caspase	 3,	 e	
impede	a	adesão,	migração	e	invasão	de	células	de	cancro	do	pulmão	(linha	celular	A549),	
através	da	inibição	da	fosforilação	das	proteínas	ERK1	e	ERK2	e	da	regulação	negativa	dos	
níveis	 de	mRNA	e	das	proteínas	MMP-2	e	uPA	 (Chen	et	 al.	 2002;	 Liao	et	 al.	 2009).	 Em	
células	de	cancro	do	cólon	(HT-29)	inibe	a	via	de	sinalização	Wnt	por	regulação	negativa	
da	 β-catenina	 e	 do	 fator	 de	 transcrição	 TCF-4,	 diminuindo	 a	 expressão	 dos	 genes	 que	
codificam	 a	 proteína	MMP-7	 e	 a	 ciclina	D1	 (Suh	 et	 al.	 2009).	 É	 ainda	 responsável	 pela	
inibição	 da	 atividade	 de	 cinases	 dependentes	 de	 ciclina	 em	 células	 cancerígenas,	
causando	 a	 paragem	 do	 ciclo	 celular,	 e	 apresenta	 citotoxicidade	 para	 diversas	 linhas	
celulares	 tumorais	 humanas,	 incluindo	 leucemia	 (HL-60),	 cancro	 da	 mama	 (MCF-7),	
cancro	do	 fígado	 (SK-HEP-1),	 cancro	da	próstata	 (LNCaP,	 PC-3)	 e	 neuroblastoma	 (SHEP,	
WAC-2)	(Touil,	Auzeil,	et	al.	2011).	
Embora	seja	conhecida	a	ação	anticancerígena	da	fisetina	em	vários	tipos	tumorais,	
o	 seu	 efeito	 em	 células	 de	 osteossarcoma	 permanece	 por	 explorar,	 tornando-o	 um	
interessante	alvo	de	estudo.	
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A	 resistência	 aos	 quimioterápicos	 é	 atualmente	 uma	 das	 principais	 limitações	 da	
terapia	do	osteossarcoma.	Dada	a	citotoxicidade	destes	agentes	e	a	resistência	adquirida	
pelas	 células	 tumorais	 face	 aos	 tratamentos	 atuais,	 torna-se	 necessário	 encontrar	
compostos	 alternativos	 menos	 tóxicos	 e	 desenvolver	 terapias	 combinadas	 capazes	 de	
reduzir	 a	 quimiorresistência	 em	 células	 cancerígenas	 e	 a	 citotoxicidade	 em	 células	
normais.	
Detentora	 de	 variadas	 propriedades	 farmacológicas,	 a	 fisetina	 apresenta-se	 como	
um	 fitocomposto	 regulador	 da	 remodelação	 óssea	 com	 reconhecida	 atividade	
anticancerígena.	A	inibição	da	proliferação	celular	aliada	ao	bloqueio	do	ciclo	celular	e	à	
indução	 da	 apoptose	 em	 diferentes	 linhas	 celulares	 tumorais	 fazem	 com	 que	 este	
flavonol	se	assuma	como	um	agente	anticancerígeno	promissor.	
Estas	 propriedades	 fizeram	 surgir	 a	 hipótese	 de	 a	 fisetina	 poder	 ser	 eficaz	 no	
tratamento	 do	 osteossarcoma,	 quando	 aplicada	 de	 forma	 isolada	 ou	 combinada	 com	
etoposido.	Como	tal,	este	estudo	tem	como	objetivos	avaliar	a	ação	isolada	e	combinada	
deste	 fitocomposto	 na	 viabilidade,	 crescimento	 e	 recuperação	 celulares	 da	 linha	 de	
osteossarcoma	humano	MG-63,	perceber	se	existe	sinergismo	entre	os	dois	compostos,	e	
analisar	a	sua	influência	na	dinâmica	do	ciclo	celular	e	na	expressão	génica	de	alguns	dos	
principais	reguladores	deste	ciclo.	
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3.1.	Reagentes	e	compostos	químicos	utilizados	
Os	 reagentes	 brometo	 de	 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio	 (MTT),	
dodecil	sulfato	de	sódio	(SDS),	dimetilsulfóxido	(DMSO),	 iodeto	de	propídio	(PI)	e	RNase	
foram	obtidos	através	de	Sigma-Aldrich	(St.	Louis,	MO,	EUA).	O	etoposido,	fisetina,	violeta	
de	 cristal	 (CV),	 etanol	 e	 clorofórmio	 foram	 adquiridos	 a	 partir	 de	 Merck	 Millipore	
(Billerica,	MA,	EUA).	Os	kits	NZY	Total	RNA	Isolation	e	NZY	First-Strand	cDNA	Synthesis	no	
oligos	foram	obtidos	a	partir	de	NZYtech	(Lisboa,	Portugal).	O	kit	iQ	SYBR	Green	Supermix	
foi	adquirido	a	partir	de	Bio-Rad	(Hercules,	CA,	EUA).	
O	meio	de	cultura	Dulbecco’s	Modified	Eagle’s	Medium	(DMEM),	soro	fetal	bovino	
(FBS),	L-glutamina,	fungizona,	penicilina-estreptomicina,	tripsina-EDTA,	tampão	salino	de	
fosfato	(PBS)	e	reagente	TRIzol	foram	obtidos	através	de	Life	Technologies	(Carlsbad,	CA,	
EUA).	
	
O	 etoposido	 e	 a	 fisetina	 foram	 dissolvidos	 em	 DMSO,	 obtendo-se	 soluções	
concentradas	 de	 60	 e	 100	mM,	 respetivamente,	 que	 foram	 guardadas	 a	 –20°C	 .	 Estas	
soluções	 foram	 posteriormente	 diluídas	 em	meio	 DMEM	 de	modo	 a	 serem	 obtidas	 as	
concentrações	pretendidas	para	cada	exposição.	
	
3.2.	Linhagem	e	cultura	celular	
A	linha	de	osteossarcoma	humano	MG-63	(American	Type	Culture	Colletion	–	ATCC,	
Manassas,	VA,	EUA)	foi	a	linhagem	celular	escolhida	e	utilizada	nos	diferentes	ensaios.	A	
linha	celular	 foi	 recuperada	e	 cultivada	em	meio	de	cultura	DMEM,	 suplementado	com	
10%	de	FBS,	100	U/ml	de	penicilina,	100	μg/ml	de	estreptomicina,	2,5	μg/ml	de	fungizona	
e	2	mM	de	L-glutamina.	As	 células	 cresceram	em	 frascos	de	cultura	de	75	cm2	e	 foram	
mantidas	em	incubadora	à	temperatura	de	37°C	numa	atmosfera	humidificada	contendo	
5%	de	CO2.	
A	 recuperação	 da	 linha	 celular	 foi	 feita	 a	 partir	 de	 um	 stock	 criopreservado.	
Previamente,	adicionou-se	5	ml	de	meio	de	cultura	a	37°C	a	um	frasco	de	75	cm2	e	outros	
5	ml	a	um	tubo	falcon	de	15	ml.	As	células	foram	rapidamente	descongeladas,	em	banho-
maria	a	37°C,	e	adicionadas	gota-a-gota	ao	tubo.	Por	fim,	a	suspensão	foi	transferida	para	
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o	 frasco	 de	 75	 cm2	 que	 foi	 posteriormente	 colocado	 na	 incubadora.	 Após	 16	 horas	
verificou-se	a	adesão	das	células	por	observação	através	do	microscópio	invertido	Eclipse	
TS100	(Nikon,	Tokyo,	Japan).	O	meio	foi	substituído	e	quando	a	cultura	atingiu	cerca	de	
80%	de	confluência	as	células	foram	destacadas	com	tripsina-EDTA	(0,25%	tripsina,	1	mM	
EDTA),	e	propagadas.	Obtiveram-se,	assim,	subculturas	que	foram	propagadas	duas	vezes	
por	semana	a	uma	razão	de	1:6.	
De	 modo	 a	 controlar	 a	 confluência	 e	 a	 morfologia	 celulares,	 as	 células	 foram	
diariamente	observadas	por	microscopia.	
	
3.3.	Ensaio	MTT	
O	MTT	 é	 um	 sal	 tetrazólio	 solúvel	 em	 água	 que,	 pelo	 poder	 redutor	 de	 diversos	
compostos	 intracelulares	e	catalisado	por	enzimas	metabólicas	como	as	desidrogenases	
mitocondriais,	 é	 convertido	 em	 cristais	 de	 formazano	 de	 cor	 roxa.	 Estas	 enzimas	 são	
responsáveis	 pela	 clivagem	 do	 anel	 tetrazólio	 do	 MTT	 que	 origina	 a	 formação	 destes	
cristais	insolúveis,	que	por	sua	vez	se	acumulam	em	células	viáveis.	Deste	modo,	o	ensaio	
MTT	é	comummente	utilizado	para	avaliar	a	viabilidade	celular,	através	da	quantificação	
dos	 cristais	 de	 formazano,	 	 e	 frequentemente	 usado	 para	 determinar	 a	 citotoxicidade	
causada	por	exposição	a	substâncias	tóxicas	em	linhagens	celulares	humanas	(Fotakis	&	
Timbrell	2006;	Boncler	et	al.	2014).	
Assim,	para	avaliar	a	viabilidade	celular,	as	células	foram	semeadas	em	placas	de	24	
poços	com	uma	densidade	celular	inicial	de	5x104	células/poço	e	um	volume	final	de	600	
μl	por	poço.	Após	16	horas,	o	meio	foi	retirado	e	as	células	foram	tratadas	com	600	μl	de	
diferentes	concentrações	de	fisetina	(5,	10,	20,	40,	100	e	178	μM)	e	etoposido	(0,5;	1;	1,5;	
2;	5	e	10	μM).	Após	48	horas,	foram	adicionados	300	μl	de	MTT	(1	mg/ml	em	PBS)	e	as	
células	foram	novamente	colocadas	na	incubadora,	desta	vez	durante	4	horas.	Decorrido	
este	tempo,	o	meio	de	exposição	com	reagente	MTT	foi	aspirado	e	adicionou-se	900	μl	de	
DMSO	 a	 cada	 poço.	 A	 placa	 foi	 colocada	 num	 agitador	 orbital	 onde	 permaneceu,	 no	
escuro,	durante	2	horas	até	os	cristais	de	formazano	estarem	completamente	dissolvidos.	
Por	fim,	as	absorvâncias	foram	medidas	a	570	nm	num	leitor	de	microplacas	Synergy	HT	
(BioTek	Instruments,	Winooski,	VT,	EUA).	
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3.4.	Ensaio	CV	
Sensível,	 rápido,	 económico	 e	 de	 fácil	 execução,	 o	 ensaio	 CV	 é	 um	 método	
colorimétrico	 que	 permite	 avaliar	 o	 crescimento	 celular	 recorrendo	 ao	 uso	 do	 corante	
violeta	 de	 cristal.	 Este	 corante	 básico,	 com	 afinidade	 para	 as	 estruturas	 nucleares,	
penetra	 e	 é	 retido	 nas	 células	 aderentes	 intactas,	 o	 que	 permite	 uma	 posterior	
solubilização	e	medição	da	densidade	ótica	que,	por	sua	vez,	proporciona	uma	medida	do	
número	relativo	de	células	aderentes	intactas	(Vandersickel	et	al.	2011).	
Para	 tal,	 as	 células	 foram	 semeadas	 em	 placas	 de	 24	 poços	 (5x104	 células/poço)	
com	um	volume	final	de	600	μl	por	poço.	Decorridas	16	horas,	o	meio	 foi	 retirado	e	as	
células	foram	tratadas	com	600	μl	de	diferentes	concentrações	de	fisetina	(5,	10,	20,	40,	
100	e	150	μM),	etoposido	(0,5;	1;	1,5;	2;	5	e	10	μM)	e	combinações	destes	compostos	(3	
μM	FIS	+	7,01	μM	ETO;	8	μM	FIS	+	6,03	μM	ETO;	13	μM	FIS	+	5	μM	ETO;	18	μM	FIS	+	4,06	
μM	ETO;	23,4	μM	FIS	+	2,99	μM	ETO;	28,4	μM	FIS	+	2,01	μM	ETO;	36,05	μM	FIS	+	0,5	μM	
ETO).	Após	48	horas	o	meio	de	exposição	foi	 retirado	e	as	células	 foram	 lavadas	com	o	
mesmo	volume	de	PBS,	adicionando-se,	de	seguida,	600	μl	de	solução	fixadora	de	violeta	
de	cristal	(0,2%	violeta	de	cristal	e	10%	etanol	em	água	destilada).	Trinta	minutos	depois	a	
solução	 foi	 removida	 e	 fizeram-se	 duas	 lavagens	 com	 água	 destilada	 para	 retirar	 o	
excesso	de	corante.	Esperou-se	cerca	de	45	minutos	até	a	placa	secar	e	adicionou-se	600	
μl	de	solução	1%	SDS	a	cada	poço.	Por	fim,	colocou-se	a	placa	em	agitação	durante	1	hora	
e	mediram-se	as	absorvâncias	a	570	nm	num	leitor	de	microplacas	Synergy	HT.	
	
3.5.	Ensaio	clonogénico	
Baseado	na	aptidão	de	uma	única	célula	gerar	uma	colónia	 constituída	por	50	ou	
mais	 células,	 o	 ensaio	 clonogénico	 avalia	 a	 capacidade	 de	 sobrevivência	 celular	 após	
tratamento	com	radiação	 ionizante	ou	xenobióticos	(Herzog	et	al.	2007;	Vandersickel	et	
al.	 2011).	 Para	 avaliar	 esta	 capacidade	 de	 sobrevivência/recuperação,	 as	 células	 foram	
semeadas	 em	 placas	 de	 6	 poços	 com	 uma	 densidade	 celular	 inicial	 estimada	 em	 100	
células/poço	e	um	volume	final	de	2	ml	por	poço.	Após	16	horas,	o	meio	foi	retirado	e	as	
células	foram	tratadas	com	2	ml	de	diferentes	concentrações	de	fisetina	(5,	10,	17	e	20	
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μM).	Quarenta	e	oito	horas	depois	o	meio	de	exposição	 foi	 removido,	as	 células	 foram	
lavadas	com	PBS	e	adicionou-se,	a	cada	poço,	2	ml	de	meio	DMEM	completo.	O	meio	foi	
renovado	de	2	em	2	dias	e	o	ensaio	progrediu,	nestas	condições,	ao	longo	de	mais	7	dias.	
Após	 este	 período,	 retirou-se	 o	meio,	 as	 células	 foram	 novamente	 lavadas	 com	 PBS	 e	
adicionou-se	1	ml	de	solução	fixadora	de	violeta	de	cristal	(0,2%	violeta	de	cristal	e	10%	
etanol	 em	 água	 destilada).	 Após	 30	minutos	 a	 solução	 foi	 removida	 e	 fizeram-se	 duas	
lavagens	com	água	destilada	para	retirar	o	excesso	de	corante.	Depois	de	seca,	a	placa	foi	
fotografada	(poço	a	poço)	e	o	número	e	área	das	colónias	foi	determinado	por	avaliação	
das	imagens	através	do	programa	ImageJ.	
	
3.6.	Análise	do	ciclo	celular	
A	 análise	 do	 ciclo	 celular	 foi	 realizada	 por	 citometria	 de	 fluxo.	 Nesta	 técnica,	 as	
células	 são	 coradas	 e	 analisadas	 através	 de	 um	 citómetro,	 onde	 são	 submetidas	 a	 um	
fluxo	 laminar	e	 a	 feixes	de	 luz	que	proporcionam	a	emissão	de	 fluorescência,	detetada	
por	 fotodetetores	 equipados	 com	 filtros	 espectrais	 (Galanzha	 &	 Zharov	 2012).	 As	
diferenças	 na	 dispersão	 de	 luz	 emitida	 por	 cada	 célula	 permitem	 que	 esta	 sofisticada	
tecnologia	 quantifique	 simultaneamente	 vários	 parâmetros	 celulares,	 entre	 os	 quais	 se	
destacam	a	morfologia,	o	conteúdo	em	DNA	e	a	distribuição	do	ciclo	celular	(Nunez	2001;	
Demishtein	et	al.	2015).	
Assim,	as	células	foram	semeadas	em	placas	de	6	poços	com	um	volume	final	de	2	
ml	por	poço	e	uma	densidade	celular	inicial	de	3x105	células/poço.	Após	16	horas,	o	meio	
foi	 retirado	 e	 as	 células	 foram	 tratadas	 com	 2	 ml	 de	 meio	 contendo	 diferentes	
concentrações	de	fisetina	(25,83	e	38,59	μM),	etoposido	(2,87	e	7,6	μM)	e	combinações	
destes	compostos	(3	μM	FIS	+	7,01	μM	ETO;	8	μM	FIS	+	6,03	μM	ETO;	13	μM	FIS	+	5	μM	
ETO;	18	μM	FIS	+	4,06	μM	ETO;	23,4	μM	FIS	+	2,99	μM	ETO;	28,4	μM	FIS	+	2,01	μM	ETO;	
36,05	μM	FIS	+	0,5	μM	ETO).	Após	48	horas	o	meio	de	exposição	foi	removido	e	as	células	
foram	 lavadas	 com	PBS.	De	 seguida,	 adicionou-se	 a	 cada	 poço	 360	μl	 de	 tripsina-EDTA	
que	 foi	 posteriormente	 inativada	 com	 720	 μl	 de	meio	 DMEM	 completo,	 seguindo-se	 a	
recolha	das	células.	As	suspensões	celulares	foram	transferidas	para	tubos	eppendorf	de	2	
ml	 e	 centrifugadas	 a	 700	 g	 durante	 5	 minutos.	 O	 sobrenadante	 foi	 cuidadosamente	
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removido	 e	 o	 pellet	 ressuspendido	 em	 1	 ml	 de	 PBS,	 repetindo-se	 a	 centrifugação.	 O	
sobrenadante	 foi	 descartado	 e	 as	 células	 fixadas	 com	 1	 ml	 de	 etanol	 85%	 a	 4°C,	
permanecendo	a	–20°C	até	serem	analisadas.	
No	 momento	 da	 análise,	 as	 células	 foram	 colocadas	 à	 temperatura	 ambiente	 e	
centrifugadas	 a	 700	 g	 durante	 5	 minutos.	 O	 sobrenadante	 foi	 removido	 e	 as	 células	
ressuspendidas	em	800	μl	de	PBS.	Seguiu-se	uma	breve	agitação	por	vortex	e	a	filtração	
das	suspensões	celulares	através	de	uma	malha	de	nylon	de	35	μm,	de	modo	a	separar	os	
agregados	celulares.	Por	fim,	adicionaram-se	50	μl	de	RNase	e	50	μl	de	PI	e	colocaram-se	
as	 amostras	 no	 escuro	 durante	 20	 minutos	 até	 serem	 analisadas.	 A	 intensidade	 de	
fluorescência	 relativa	 dos	 núcleos	 corados	 com	 PI	 foi	 medida	 num	 citómetro	 de	 fluxo	
Beckman	 Coulter	 Epics	 XL	 (Beckman	 Coulter,	 Hialeah,	 FL)	 equipado	 com	 um	 laser	 de	
árgon	(15	mW,	488	nm).	As	aquisições	foram	feitas	através	do	software	SYSTEM	II	v.	3.0	
(Beckman	 Coulter,	 Hialeah,	 FL).	 Foram	 analisados	 aproximadamente	 5000	 eventos	 por	
amostra	e	a	análise	do	ciclo	celular	foi	concretizada	através	do	software	FlowJo.	
	
3.7.	Extração	de	RNA	e	qPCR	
Para	análise	de	expressão	génica,	as	células	foram	semeadas	em	placas	de	6	poços	
(3x105	células/poço)	com	um	volume	final	de	2	ml	por	poço.	Após	16	horas,	o	meio	 foi	
retirado	 e	 as	 células	 foram	 tratadas	 com	 o	mesmo	 volume	 de	meio	 contendo	 fisetina	
(38,59	μM),	etoposido	(7,6	μM)	e	uma	combinação	destes	compostos	(36,05	μM	FIS	+	0,5	
μM	 ETO).	 Quarenta	 e	 oito	 horas	 depois	 o	 meio	 de	 exposição	 foi	 removido,	 as	 células	
foram	 lavadas	 com	 PBS	 e	 o	 RNA	 total	 foi	 extraído	 pelo	 método	 de	 TRIzol.	 Para	 tal,	
adicionou-se	 1	 ml	 de	 reagente	 TRIzol	 a	 cada	 poço	 e	 transferiu-se	 o	 reagente	 com	 os	
lisados	 celulares	 para	 tubos	 de	 2	 ml	 livres	 de	 RNase.	 As	 amostras	 foram	 agitadas	 por	
vortex	e	adicionou-se	a	cada	tubo	200	μl	de	clorofórmio,	repetindo-se	a	agitação	por	mais	
10	s.	Após	permanecerem	2	min	à	temperatura	ambiente,	as	amostras	foram	transferidas	
para	 tubos	 Phase-Lock	Gel	 (5	 Prime	 3	 Prime,	 Inc.,	 Boulder,	 CO,	 EUA)	 e	 centrifugadas	 a	
12000	g	durante	10	min	a	4°C.	Depois	da	centrifugação,	transferiu-se	a	fase	aquosa	para	
um	tubo	de	1,5	ml,	adicionou-se	1	volume	de	etanol	a	70%	e	o	RNA	foi	purificado	com	
recurso	ao	kit	NZY	Total	RNA	Isolation.	A	partir	de	2	μg	de	RNA	total,	sintetizou-se	o	cDNA	
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segundo	as	especificações	do	kit	NZY	First-Strand	cDNA	Synthesis	no	oligos,	com	recurso	a	
oligo	dT18,	conforme	recomendado	pelo	kit.	
Os	 níveis	 de	 expressão	 de	 cada	 gene	 foram	 quantificados	 por	 qPCR	 em	 reações	
individuais	finais	de	12	μl.	Cada	reação	incluiu	6	μl	de	iTaq	SYBR	Green	Supermix,	3	μl	de	
primer	 específico	 do	 gene	 (600	 nM)	 e	 3	 μl	 de	 cDNA	 pré-diluído	 (1:20).	 Os	 pares	 de	
primers	 específicos	 para	 cada	 gene	 (Tabela	 1)	 foram	 desenhados	 através	 do	 programa	
Primer3	e	a	sua	especificidade	foi	confirmada	recorrendo	ao	UCSC	In-Silico	PCR	Genome	
Browser	 (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr).	 A	 eficiência	 média	 de	 cada	 PCR	 e	 os	
ciclos	 limiar	 de	 aumento	 de	 fluorescência	 foram	 determinados	 a	 partir	 dos	 dados	 de	
fluorescência	por	aplicação	do	algoritmo	Real-Time	PCR	Miner	(Zhao	&	Fernald	2005).	A	
expressão	 relativa	de	 cada	gene	 face	ao	 controlo,	normalizada	pelo	 gene	de	 referência	
GAPDH,	foi	calculada	pelas	eficiências	médias	e	ciclos	limiar	através	do	método	de	Pfaffl	
(Pfaffl	2001).	
	
Tabela	1	–	Primers	usados	no	qPCR.	
Gene	 Forward	(5’-3’)	 Reverse	(5’-3’)	
CCNB1	 GCTGAAAATAAGGCGAAGATCAA	 ACCAATGTCCCCAAGAGCTG	
CCNE1	 CAGCCTTGGGACAATAATGC	 GAGGCTTGCACGTTGAGTTT	
CDC25C	 CCTATGCATCATCAGGACCAC	 GGCTCATGTCCTTCACCAGA	
CDK1	 GGGTAGACACAAAACTACAGGTCAA	 GGAATCCTGCATAAGCACATC	
CDK2	 ACCTCCCCTGGATGAAGATG	 AGATGGGGTACTGGCTTGGT	
GAPDH	 ACACCCACTCCTCCACCTTT	 TACTCCTTGGAGGCCATGTG	
	
	
3.8.	Análise	estatística	
Realizaram-se	3	ensaios	 independentes,	 cada	um	com	2	 réplicas	 técnicas,	para	os	
diferentes	tipos	de	ensaios,	com	exceção	da	análise	de	qPCR	em	que	foram	concretizados	
2	ensaios	independentes	com	4	réplicas	técnicas	cada.	
Os	resultados	foram	tratados	no	programa	SigmaPlot	11.0	(Systat	Software	Inc.,	San	
Jose,	CA)	e	expressos	com	a	respetiva	média	±	desvio	padrão.	A	análise	de	variância	foi	
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realizada	pelo	teste	one-way	ANOVA	através	do	método	Holm-Sidak.	Foram	considerados	
estatisticamente	significativos	os	valores	de	p<0,05.	
Tendo	por	base	os	 resultados	do	ensaio	CV,	os	valores	 IC15	e	 IC30	 (concentração	
inibidora	a	15	e	30%)	foram	determinados	a	partir	do	programa	R	3.1.1	(Core	Team,	VIE,	
AT,	 EUA)	 através	 dos	 pacotes	 estatísticos	 drm	 e	 drc,	 recorrendo	 aos	 modelos	 Brain-
Cousens	e	Cedergreen-Ritz-Streibig.	
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4.1.	Efeitos	citotóxicos	da	fisetina	e	etoposido	
De	modo	a	avaliar	o	efeito	da	fisetina	na	viabilidade	e	crescimento	celulares,	a	linha	
de	osteossarcoma	humano	MG-63	foi	 tratada	com	concentrações	crescentes	de	fisetina	
(5,	10,	20,	40,	100,	150	e	178	μM)	ao	longo	de	48h.	Estes	dois	parâmetros	foram	avaliados	
a	partir	dos	ensaios	MTT	e	CV	(respetivamente)	observando-se	uma	diminuição,	quer	no	
número	de	células	quer	na	viabilidade	celular,	nas	concentrações	mais	elevadas.	Testou-
se	também	o	efeito	do	etoposido	face	a	estes	dois	parâmetros	com	concentrações	de	0,5;	
1;	 1,5;	 2;	 5	 e	 10	 μM,	 verificando-se	 uma	 diminuição	 na	 densidade	 celular	 das	 células	
tratadas	com	as	concentrações	mais	elevadas	de	fisetina	(≥	100	μM)	e	etoposido	(≥	5	μM)	
(Figura	5).	
	
	
Figura	 5	 –	 Efeito	 citotóxico	 da	 fisetina	 e	 etoposido	 em	 células	MG-63.	Morfologia	e	 confluência	 celular	
após	48h	de	exposição	a	diferentes	concentrações	de	fisetina	e	etoposido;	Controlo	(A	e	A’),	100	μM	FIS	(B),	
150	μM	FIS	(C),	5	μM	ETO	(D),	10	μM	ETO	(E).	As	imagens	foram	obtidas	por	microscopia	óptica	invertida	e	
ampliadas	100X.	
	
O	 ensaio	 MTT	 revelou	 um	 decréscimo	 significativo	 na	 viabilidade	 das	 células	
expostas	 a	 concentrações	 de	 fisetina	 ≥	 100	 μM.	 O	 mesmo	 foi	 verificado	 para	 as	
concentrações	1,5	e	2	μM	de	etoposido	(Figura	6).	Nas	concentrações	de	5,	10,	20	e	40	
μM	de	fisetina	observou-se	um	aumento	da	viabilidade	celular.	
A	
A’	
	B	 			C	
E		D	
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Por	sua	vez,	o	ensaio	CV	apresentou	efeitos	significativos	nas	concentrações	10,	40,	
100	e	150	μM	de	fisetina,	verificando-se	um	ligeiro	acréscimo	da	proliferação	celular	na	
concentração	 de	 10	 μM.	 Com	 exceção	 da	 concentração	 1	 μM,	 as	 diferentes	
concentrações	de	etoposido	inibiram	significativamente	o	crescimento	celular	(Figura	7).	
	
	
Recorrendo	 aos	 resultados	 obtidos	 no	 ensaio	 CV,	 calcularam-se	 os	 valores	 IC15	 e	
IC30	para	a	fisetina	e	etoposido	(Tabela	2),	a	partir	do	programa	estatístico	R.	Através	dos	
modelos	 Brain-Cousens.4	 e	 Cedergreen-Ritz-Streibig4a	 determinaram-se,	
Figura	7	–	Efeito	da	fisetina	e	etoposido	na	proliferação	celular	da	linha	de	osteossarcoma	MG-63.	Os	
dados	 são	 apresentados	 em	 média	 ±	 desvio	 padrão	 (n=3).	 As	 diferenças	 foram	 consideradas	
estatisticamente	significativas	em	relação	ao	controlo	 (0	μM)	para	p<0,05	e	encontram-se	assinaladas	
com	(*).	As	barras	identificadas	com	(**)	apresentam	p<0,001.	
	*	
		**	
	**	 **	
	**	
		**	
		**	
			*	
	*	
Figura	6	–	Efeito	da	fisetina	e	etoposido	na	viabilidade	celular	da	linha	de	osteossarcoma	MG-63.	Os	
dados	 são	 apresentados	 em	 média	 ±	 desvio	 padrão	 (n=3).	 As	 diferenças	 foram	 consideradas	
estatisticamente	significativas	em	relação	ao	controlo	 (0	μM)	para	p<0,05	e	encontram-se	assinaladas	
com	(*).	As	barras	identificadas	com	(**)	apresentam	p<0,001.	
	**	
						*	
			*				*	
	*	
			*	
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respetivamente,	as	concentrações	inibidoras	de	fisetina	e	etoposido	com	base	nas	quais	
foi	 construído	 o	 isobolograma	 (Anexo	 I)	 que	 permitiu	 determinar	 várias	 combinações	
destes	compostos.	As	sete	combinações	selecionadas	encontram-se	detalhadas	na	Tabela	
3.	
	
Tabela	2	–	Valores	IC15	e	IC30	para	fisetina	e	etoposido.	
	 Fisetina	(μM)	 Etoposido	(μM)	
IC15	 25,83	 2,87	
IC30	 38,59	 7,6	
	
Tabela	3	–	Combinações	de	fisetina	e	etoposido	selecionadas.	As	diferentes	
combinações	têm	por	base	os	valores	IC30	calculados	a	partir	do	isobolograma.	
Combinação	 Fisetina	(μM)	 Etoposido	(μM)	
I	 3	 7,01	
II	 8	 6,03	
III	 13	 5	
IV	 18	 4,06	
V	 23,4	 2,99	
VI	 28,4	 2,01	
VII	 36,05	 0,5	
	
4.1.1.	Efeitos	citotóxicos	das	combinações	de	fisetina	e	etoposido	
O	efeito	combinado	da	fisetina	e	etoposido	no	crescimento	celular	 foi	analisado	a	
partir	do	ensaio	CV.	Comparativamente	ao	controlo,	as	diferentes	combinações	testadas	
(Tabela	 3)	 causaram	 alterações	 na	morfologia	 e	 na	 confluência	 das	 células	 (Figura	 8)	 e	
inibiram	 significativamente	 a	 proliferação	 celular	 (Figura	 9).	 Contudo,	 não	 foram	
registadas	diferenças	estatisticamente	 significativas	entre	as	mesmas	e	os	 IC30	quer	da	
fisetina	 quer	 do	 etoposido,	 o	 que	 impossibilita	 concluir	 a	 existência	 de	 uma	 relação	
sinérgica	ou	antagónica	entre	os	dois	compostos.	
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Figura	 8	 –	 Efeito	 citotóxico	 das	 combinações	 de	 fisetina	 e	 etoposido	 em	 células	 MG-63.	
Morfologia	 e	 confluência	 celular	 após	 48h	 de	 exposição	 a	 diferentes	 combinações	 de	 fisetina	 e	
etoposido;	 Controlo	 (A),	 Combinações	 I	 –	VII	 (B	 –	H).	 As	 imagens	 foram	obtidas	 por	microscopia	
óptica	invertida	e	ampliadas	100X.	
	
A	 B	
	
C	
E	 F	
G	 H	
	
D	
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As	 combinações	 III,	V,	VI	e	VII	 foram	responsáveis	pelas	maiores	percentagens	de	
inibição	 de	 crescimento,	 sendo	 a	 combinação	 VII	 a	 mais	 significativa.	 Deste	 modo,	 e	
mesmo	 sabendo	 que	 nenhuma	 combinação	 foi	 significativamente	 sinérgica	 ou	
antagónica,	a	combinação	VII	foi	em	média	a	que	apresentou	maior	tendência	sinérgica	e	
a	combinação	II	maior	tendência	antagónica.	
	
4.2.	Efeitos	da	fisetina	na	capacidade	de	recuperação	celular	
A	 capacidade	 de	 recuperação	 celular	 foi	 avaliada	 através	 do	 ensaio	 clonogénico.	
Para	tal,	as	células	foram	expostas	a	diferentes	concentrações	de	fisetina	(5,	10,	17	e	20	
μM)	analisando-se	a	percentagem	e	a	área	total	das	colónias	formadas	a	partir	das	células	
tratadas.	
Verificou-se,	então,	que	a	formação	de	colónias	não	foi	significativamente	afetada	
pelas	baixas	concentrações	de	fisetina	testadas.	Para	concentrações	de	fisetina	≥	17	μM	
observou-se	uma	diminuição	na	área	total	ocupada	pelas	colónias,	contudo	o	efeito	não	
Figura	9	–	Efeito	da	fisetina	(IC30	FIS),	etoposido	(IC30	ETO)	e	combinações	(I	–	VII)	no	crescimento	
celular	da	 linha	de	osteossarcoma	MG-63.	Os	dados	são	apresentados	em	média	±	desvio	padrão	
(n=3).	As	diferenças	foram	consideradas	estatisticamente	significativas	em	relação	ao	controlo	para	
p<0,05	e	encontram-se	assinaladas	com	(*).	As	barras	identificadas	com	(**)	apresentam	p<0,001.	
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	**	
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	**	
	**	
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		ETO FIS 
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foi	 estatisticamente	 significativo	 dada	 a	 variância	 experimental	 de	 resultados	 entre	
ensaios	(Figura	10).	
	
	
De	 modo	 complementar,	 o	 efeito	 deste	 fitocomposto	 foi	 testado,	 segundo	 as	
mesmas	condições	e	para	os	mesmos	parâmetros,	na	linha	celular	U2OS	(Anexo	II).	
	
4.3.	Avaliação	do	ciclo	celular	
As	alterações	na	dinâmica	do	ciclo	 celular	desencadeadas	pelos	dois	 compostos	e	
combinações	 testadas,	 foram	 analisadas	 por	 citometria	 de	 fluxo.	Os	 resultados	 obtidos	
demonstraram	que	a	fisetina	provocou	uma	diminuição	significativa	na	percentagem	de	
células	 em	 fase	 G1	 e	 um	 aumento	 em	 G2;	 embora	 não	 tão	 acentuado,	 registou-se	
igualmente	um	acréscimo	na	percentagem	de	células	em	fase	S	(Figura	11	–	A).	Por	sua	
Figura	10	–	Efeito	da	fisetina	na	capacidade	de	recuperação	celular.	A)	Ensaio	clonogénico	expresso	em	
%	 de	 colónias	 formadas	 (à	 esquerda)	 e	 área	 total	 ocupada	 pelas	 colónias	 (à	 direita);	 B)	 Colónias	
formadas	após	tratamento	com	fisetina.	Os	dados	são	apresentados	em	média	±	desvio	padrão	(n=3).	
	0	μM																					5	μM																					10	μM																					17	μM																			20	μM	
A)	
B)	
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vez,	o	etoposido	 foi	 responsável	por	uma	diminuição	na	 fase	G1	acompanhada	por	um	
aumento	na	percentagem	de	células	em	fase	G2	(Figura	11	–	B).	
	
	
Relativamente	 às	 combinações	 testadas,	 observou-se	 também	 uma	 diminuição	
significativa	na	percentagem	de	células	em	fase	G1	e	um	aumento	em	G2.	De	um	modo	
geral,	a	distribuição	do	ciclo	celular	assemelha-se	ao	perfil	do	composto	predominante,	
ou	 seja,	 nas	 combinações	 com	maior	 concentração	 de	 fisetina	 face	 à	 concentração	 de	
etoposido	(combinação	VI	–	28,4	μM	FIS	+	2,01	μM	ETO;	combinação	VII	–	36,05	μM	FIS	+	
0,5	 μM	 ETO),	 observa-se	 uma	 maior	 percentagem	 de	 células	 em	 fase	 G1	 e	 uma	
diminuição	 em	 G2	 comparativamente	 às	 combinações	 com	 maior	 concentração	 de	
etoposido	 face	 à	 concentração	 de	 fisetina	 (combinação	 I	 –	 3	 μM	 FIS	 +	 7,01	 μM	 ETO;	
combinação	II	–	8	μM	FIS	+	6,03	μM	ETO)	(Figura	12).	Os	histogramas	obtidos	através	do	
software	 FlowJo	 ilustram	 igualmente	 as	 alterações	 na	 distribuição	 do	 ciclo	 celular	
causadas	pelas	combinações	e	pelos	compostos	isolados	(Anexo	III).	
	
Figura	11	–	Distribuição	do	ciclo	celular	em	células	MG-63	expostas	a	fisetina	(IC15	–	25,83	μM;	IC30	–	
38,59	μM)	(A)	e	etoposido	(IC15	–	2,87	μM;	IC30	–	7,6	μM)	(B).	Os	dados	são	apresentados	em	média	±	
desvio	 padrão	 (n=3).	 As	 diferenças	 foram	 consideradas	 estatisticamente	 significativas	 em	 relação	 ao	
controlo	para	p<0,05	e	encontram-se	assinaladas	com	(*).	As	barras	identificadas	com	(**)	apresentam	
p<0,001.	
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4.4.	Níveis	de	expressão	relativa	de	genes	reguladores	do	ciclo	celular	
De	forma	a	analisar	as	alterações	nos	níveis	de	expressão	relativa	dos	genes	CCNB1	
(ciclina	 B),	 CCNE1	 (ciclina	 E),	 CDC25C	 (fosfatase	 indutora	 da	 fase	 M),	 CDK1	 (cinase	 1	
dependente	de	ciclina)	e	CDK2	(cinase	2	dependente	de	ciclina),	as	células	foram	tratadas	
com	 fisetina	 (38,59	 μM),	 etoposido	 (7,6	 μM)	 e	 com	 a	 combinação	 responsável	 pela	
percentagem	de	inibição	de	crescimento	mais	significativa	(36,05	μM	FIS	+	0,5	μM	ETO).	
Depois	de	quantificados	por	qPCR,	observou-se	uma	diminuição	significativa	dos	níveis	de	
expressão	do	gene	CDK1	relativamente	ao	controlo,	causada	pela	combinação	de	fisetina	
e	 etoposido.	 Embora	 não	 confirmada	 estatisticamente,	 observou-se	 que	 a	 combinação	
gerou	também	uma	diminuição	da	expressão	de	CDK2	(para	menos	de	metade	do	valor	
médio	do	controlo).	Nos	restantes	casos	observaram-se	algumas	tendências	inconclusivas	
–	 ligeiro	 aumento	 de	 ciclina	 E	 nas	 células	 expostas	 a	 compostos	 isolados	 e	 ligeira	
	**	
**	
Figura	 12	 –	 Distribuição	 do	 ciclo	 celular	 em	 células	 MG-63	 expostas	 a	 combinações	 de	 fisetina	 e	
etoposido.	 Os	 dados	 são	 apresentados	 em	 média	 ±	 desvio	 padrão	 (n=3).	 As	 diferenças	 foram	
consideradas	 estatisticamente	 significativas	 em	 relação	 ao	 controlo	 para	 p<0,05	 e	 encontram-se	
assinaladas	com	(*).	As	barras	identificadas	com	(**)	apresentam	p<0,001.	
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diminuição	em	células	expostas	à	combinação.	Verificou-se,	ainda,	uma	ligeira	diminuição	
de	CDK1	na	presença	de	fisetina	(Figura	13).	
	
	
	
Figura	13	–	Níveis	de	expressão	génica	em	células	MG-63	expostas	a	 fisetina	 (38,59	μM),	etoposido	
(7,6	μM)	e	fisetina	+	etoposido	(36,05	μM	FIS	+	0,5	μM	ETO).	Os	dados	são	apresentados	em	média	±	
desvio	 padrão	 (n=2).	 As	 diferenças	 foram	 consideradas	 estatisticamente	 significativas	 em	 relação	 ao	
controlo	para	p<0,05	e	encontram-se	assinaladas	com	(*).	
	*	
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A	quimioterapia,	aliada	à	resseção	cirúrgica,	é	atualmente	a	estratégia	terapêutica	
mais	utilizada	no	combate	ao	osteossarcoma.	Crucial	para	o	sucesso	do	tratamento	deste	
tipo	 tumoral,	promove	a	necrose	do	 tumor	primário	 (facilitando	a	 remoção	cirúrgica)	e	
trata	precocemente	as	micrometástases.	Contudo,	as	taxas	de	sobrevivência	continuam	a	
ser	 insatisfatórias	 já	 que	 a	 doença	 se	 torna	 recorrente	 em	 30-40%	 dos	 pacientes,	 dos	
quais	mais	 de	 70%	acabam	por	não	 resistir.	Os	 compostos	metotrexato,	 doxorrubicina,	
cisplatina,	 ifosfamida	e	etoposido	são	atualmente	os	mais	utilizados	no	combate	a	esta	
patologia,	no	entanto	apresentam	elevada	citotoxicidade	e	quando	administrados	a	longo	
prazo	 são	 a	 causa	 de	 efeitos	 secundários	 adversos,	 tais	 como	 falência	 renal,	
mielossupressão	e	problemas	cardíacos	(Wittig	et	al.	2002;	Marina	et	al.	2004;	Bacci	et	al.	
2006;	Luetke	et	al.	2014).	De	modo	a	combater	a	elevada	citotoxicidade	dos	diferentes	
quimioterápicos	 e	 a	 resistência	 adquirida	 pelas	 células	 cancerígenas	 face	 aos	mesmos,	
torna-se	 necessário	 desenvolver	 compostos	 alternativos	 e	 novas	 combinações	 que	
diminuam	a	resistência	das	células	e	os	efeitos	nefastos	das	terapias	atuais.	
Com	 propriedades	 antioxidantes,	 anti-inflamatórias,	 anticancerígenas	 e	
antiangiogénicas	 reconhecidas,	os	 flavonóides	apresentam-se	 como	compostos	naturais	
promissores	 no	 tratamento	 do	 cancro.	 A	 reduzida	 citotoxicidade	 destes	 fitocompostos,	
aliada	 às	 capacidades	 de	 bloqueio	 do	 ciclo	 celular	 e	 indução	 da	 apoptose	 em	 células	
cancerígenas,	fazem	com	que	sejam	considerados	potenciais	agentes	quimiopreventivos	
(Ramos	 2007).	 Inserida	 neste	 grupo,	 a	 fisetina	 é	 um	 flavonol	 eficaz	 na	 inibição	 da	
proliferação	de	vários	 tipos	 tumorais,	entre	os	quais	 se	destacam	o	cancro	da	próstata,	
fígado,	 cólon	 e	 leucemia.	 Sabe-se	 também	 que	 este	 fitocomposto	 induz	 a	 paragem	 do	
ciclo	celular	na	fase	G2/M,	diminui	os	níveis	de	ciclina	D1	e	ciclina	E,	reduz	a	atividade	das	
CDKs	2	e	4	e	causa	um	aumento	nos	níveis	das	proteínas	p21	e	p53	(Sung	et	al.	2007;	Suh	
et	 al.	 2009).	 Estes	 efeitos	 dependem,	 contudo,	 das	 concentrações	 utilizadas	 e	 das	
características	celulares	o	que	faz	com	que	não	se	manifestem	uniformemente	em	todas	
as	linhas	celulares.	
Embora	os	seus	alvos	sejam	reconhecidos,	o	modo	de	ação	da	fisetina	permanece	
pouco	esclarecido.	 Perceber	 a	 forma	 como	medeia	o	 processo	 anticancerígeno	e	 como	
interage	com	outros	compostos	é	crucial	para	que	este	fitocomposto	possa	tornar-se	uma	
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opção	 no	 tratamento	 do	 cancro.	 Deste	 modo,	 ao	 longo	 deste	 trabalho	 analisou-se	 o	
efeito	isolado	e	combinado	deste	flavonol	com	um	dos	quimioterápicos	mais	utilizados	no	
tratamento	do	osteossarcoma	–	o	etoposido	–	avaliando-se	a	ação	destes	compostos	na	
viabilidade,	crescimento	e	recuperação	celulares	a	par	da	sua	influência	no	ciclo	celular	e	
expressão	génica	da	linha	de	osteossarcoma	humano	MG-63.	
Entre	os	parâmetros	analisados	neste	estudo,	o	ensaio	de	MTT	permitiu	estimar	a	
viabilidade	 celular,	 registando-se	 um	 aumento	 da	 viabilidade	 nas	 concentrações	 de	
fisetina	 ≤	 40	 μM	 e	 uma	 diminuição	 significativa	 nas	 concentrações	 100	 e	 178	 μM.	
Paralelamente,	observou-se	um	aumento	do	crescimento	celular	nas	concentrações	de	5	
e	10	μM	e	uma	diminuição	nas	restantes	condições	experimentais	do	ensaio	CV,	sendo	a	
diminuição	 da	 viabilidade	 manifestamente	 menos	 afetada	 que	 o	 crescimento	 celular	
(Figuras	6	e	7).	O	aumento	da	viabilidade	celular	evidenciado	na	maioria	das	condições	
experimentais	é	discordante	quando	comparado	com	estudos	anteriores	que	demostram	
que	baixas	 concentrações	de	 fisetina	 são	 suficientes	para	 causar	uma	diminuição	deste	
parâmetro	em	células	SK-HEP-1,	HL-60,	PC-3	e	HeLa	(Chen	et	al.	2002;	Lee	et	al.	2002;	Y.	
Suh	et	al.	2010;	Ying	et	al.	2012).	Seria	então	expectável	que	a	intensidade	colorimétrica	
dos	 cristais	 de	 formazano	 (formados	 a	 partir	 do	MTT)	 estivesse	 correlacionada	 com	 o	
número	de	células	viáveis.	No	entanto,	tem	sido	evidenciado	que	determinados	químicos	
e	fitoquímicos	podem	alterar	a	atividade	das	enzimas	que	interagem	diretamente	com	o	
MTT	dando	origem	a	resultados	incongruentes	(Bruggisser	et	al.	2002;	Wang	et	al.	2010;	
Riss	 2014).	 Assim,	 o	 aumento	 de	 viabilidade	 celular	 registado	 pode	 dever-se	 a	 uma	
interação	da	fisetina	com	as	enzimas	que	convertem	o	MTT	em	cristais	de	formazano,	já	
que	se	observa	uma	diminuição	da	densidade	celular	e	alterações	morfológicas	à	medida	
que	 as	 células	 são	 expostas	 a	 concentrações	 crescentes	 do	 fitocomposto	 (Figura	 5).	
Contrariamente	ao	observado	no	ensaio	de	MTT,	o	ensaio	CV	registou	um	decréscimo	da	
proliferação	 celular	 nas	 concentrações	 ≥	 20	 μM	 e	 uma	 percentagem	 de	 crescimento	
inferior	a	40%	nas	concentrações	de	100	e	150	μM.	
No	caso	da	exposição	a	etoposido,	o	ensaio	de	MTT	teve	resultados	inconclusivos.	
Verificou-se	uma	diminuição	na	viabilidade	celular	para	todas	as	concentrações	testadas,	
no	 entanto	 esta	 diminuição	 só	 se	 revelou	 significativa	 nas	 concentrações	 1,5	 e	 2	 μM	
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registando-se	 um	 ligeiro	 aumento	na	 viabilidade	das	 células	 expostas	 às	 concentrações	
mais	 elevadas.	 Estes	 resultados	 encontram-se	 também	 em	 desacordo	 com	 estudos	
anteriores	 que	 evidenciam	 uma	 diminuição	 na	 viabilidade	 celular	 	 proporcional	 ao	
aumento	 das	 concentrações	 de	 etoposido	 (Nyåkern	 et	 al.	 2006;	 Amiri	 et	 al.	 2013;	Mir	
Mohammadrezaei	 et	 al.	 2013;	 Badinloo	 &	 Esmaeili-Mahani	 2014).	 Deste	 modo,	 seria	
esperado	que	as	concentrações	de	5	e	10	μM	apresentassem	menores	percentagens	de	
viabilidade.	O	ensaio	CV,	contrariamente	ao	de	MTT,	evidenciou	toxicidade	proporcional	
ao	aumento	da	concentração	de	etoposido.	
A	discordância	dos	resultados	obtidos	através	do	ensaio	MTT	e	a	coerência	entre	os	
resultados	 do	 ensaio	 CV	 fizeram	 com	 que	 os	 últimos	 fossem	 utilizados	 no	 cálculo	 dos	
valores	IC15	e	IC30	da	fisetina	e	etoposido.	Estes	valores	teóricos	foram	assim	aplicados	
no	cálculo	de	combinações	entre	os	dois	compostos	e,	juntamente	com	estas,	utilizados	
para	 avaliar	 possíveis	 alterações	 na	 dinâmica	 do	 ciclo	 celular	 e	 na	 expressão	 génica	 da	
linha	celular	MG-63.	
Recentemente,	tem	sido	evidenciado	que	a	combinação	de	fisetina	com	diferentes	
quimioterápicos	aumenta	a	eficácia	destes	compostos	(Touil,	Seguin,	et	al.	2011;	Tripathi	
et	 al.	 2011;	 Wu	 et	 al.	 2014).	 Neste	 estudo,	 e	 paralelamente	 aos	 estudos	 anteriores,	
selecionaram-se	sete	combinações	distintas,	determinadas	com	base	nos	valores	IC30	da	
fisetina	 e	 etoposido,	 de	modo	 a	 verificar	 a	 possível	 existência	 de	 efeitos	 sinérgicos	 ou	
antagónicos	 no	 crescimento	 celular,	 causados	 pelas	 diferentes	 combinações	 testadas.	
Observou-se,	de	facto,	uma	diminuição	significativa	na	proliferação	celular	induzida	pelas	
diferentes	 combinações;	 contudo	 não	 foram	 registadas	 diferenças	 estatisticamente	
significativas	entre	as	mesmas	e	os	ICs	dos	dois	compostos,	o	que	excluiu	a	hipótese	de	
existir	 uma	 relação	 sinérgica	ou	antagónica	entre	os	mesmos.	Verificou-se,	no	entanto,	
que	a	combinação	VII	(detentora	da	maior	concentração	de	fisetina)	foi	responsável	pela	
diminuição	 de	 crescimento	 mais	 acentuada,	 sendo	 esta	 inferior	 à	 percentagem	 de	
crescimento	causada	pelos	compostos	isolados	(Figura	9).	Deste	modo	foi	possível	obter	
um	 maior	 efeito	 anti-proliferativo	 recorrendo	 a	 baixa	 concentração	 de	 agente	
quimioterápico	aliada	a	elevada	concentração	de	fisetina.	
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Avaliada	a	ação	citotóxica	 isolada	e	combinada	dos	dois	compostos,	analisou-se	o	
efeito	 da	 fisetina	 na	 capacidade	de	 recuperação	 celular	 através	 do	 ensaio	 clonogénico.	
Neste	 ensaio	 o	 número	 de	 células	 semeado	 foi	 substancialmente	 inferior	 quando	
comparado	com	os	restantes	ensaios	deste	estudo.	Por	este	motivo,	as	concentrações	de	
fitocomposto	utilizadas	foram	também	mais	reduzidas.	Os	resultados	obtidos	não	foram	
estatisticamente	significativos,	verificando-se	que	a	formação	de	colónias	não	foi	afetada	
pelas	 baixas	 concentrações	 de	 fisetina	 testadas.	 Contudo,	 observou-se	 uma	 ligeira	
diminuição	na	percentagem	de	células	e	na	área	total	ocupada	pelas	colónias	sobretudo	
nas	 concentrações	 ≥	 17	 μM	 (Figura	 10).	 	 A	 ausência	 de	 diferenças	 significativas	 em	
relação	ao	controlo	revelou	que	a	capacidade	de	recuperação	celular	da	linha	MG-63	não	
é	afetada	por	baixas	concentrações	de	fisetina.	No	entanto,	concentrações	mais	elevadas	
poderão	influenciar	significativamente	este	parâmetro,	já	que	a	percentagem	de	células	e	
a	 área	 total	 ocupada	 pelas	 colónias	 foi	 inferior	 a	 75%	 quando	 expostas	 a	 20	 μM	 de	
fisetina.	
A	 ausência	 de	 resultados	 estatisticamente	 significativos	 perante	 baixas	
concentrações	deste	 fitocomposto	 fez	 surgir	 a	hipótese	da	 linha	MG-63	poder	 ser	mais	
resistente	 a	 baixas	 concentrações	 de	 fisetina	 do	 que	 outras	 linhas	 de	 osteossarcoma.	
Assim,	 para	 perceber	 se	 as	 mesmas	 concentrações	 deste	 flavonol	 influenciavam	
significativamente	a	capacidade	de	recuperação	celular,	analisou-se	o	mesmo	parâmetro	
na	 linha	 de	 osteossarcoma	 humano	 U2OS.	 Os	 resultados	 obtidos	 mostraram	 que	
concentrações	 ≥	 10	 μM	 diminuem	 significativamente	 a	 percentagem	 de	 colónias;	 já	 a	
área	total	ocupada	pelas	mesmas	sofreu	um	decréscimo	significativo	para	concentrações	
de	 fisetina	 ≥	 17	 μM	 (Anexo	 II).	 Estas	 observações	 permitiram	 concluir	 que	 baixas	
concentrações	 de	 fisetina	 são	 suficientes	 para	 diminuir	 a	 capacidade	 de	 recuperação	
celular	da	linha	U2OS,	contrariamente	ao	que	foi	verificado	na	linha	MG-63.	
A	dinâmica	do	 ciclo	 celular	 foi	 outro	parâmetro	 condicionado	pela	 ação	 isolada	e	
combinada	da	fisetina	e	etoposido.	Dependente	do	equilíbrio	entre	a	proliferação	celular	
e	a	apoptose,	a	homeostase	é	muitas	vezes	comprometida	por	descontrolos	ao	nível	do	
ciclo	 celular	 que	 podem	 incitar	 o	 processo	 cancerígeno.	 Deste	 modo,	 conhecer	 as	
alterações	 nos	 mecanismos	 de	 regulação	 deste	 ciclo	 torna-se	 essencial	 para	 o	
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desenvolvimento	de	novos	agentes	anticancerígenos	(Maddika	et	al.	2007;	Foster	2008).	
Sabe-se	 que	 a	 desregulação	 do	 ciclo	 celular,	 provocada	 pela	 perda	 de	 função	 das	
proteínas	que	regem	este	ciclo,	é	uma	das	características	das	células	tumorais.	Esta	perda	
de	função	impossibilita	a	deteção	de	erros	celulares	permitindo	a	formação	contínua	dos	
complexos	 ciclina/CDK,	 que	 promovem	 a	 alternância	 de	 fases	 do	 ciclo	 celular.	 Os	
checkpoints	são	assim	contornados	e	estabelecem-se	os	complexos	ciclina	E/CDK2,	ciclina	
A/CDK2	 e	 ciclina	 B/CDK1	 que	 promovem,	 respetivamente,	 as	 transições	 G1/S,	 S/G2	 e	
G2/M	 (Vermeulen	 et	 al.	 2003;	 Lu	 et	 al.	 2005).	 Estudos	 anteriores	 demonstraram	 que	
compostos	naturais,	como	a	baicaleina,	quercetina,	berberina,	curcumina	e	o	sulforafano,	
têm	como	alvo	proteínas	reguladoras	do	ciclo	celular	impedindo	a	progressão	deste	ciclo	
em	diferentes	linhas	de	osteossarcoma	(Matsui	et	al.	2007;	Lee	et	al.	2009;	Liu	et	al.	2009;	
D.	 K.	 Suh	 et	 al.	 2010;	 Zhang	 et	 al.	 2013).	 Por	 sua	 vez,	 os	 compostos	 utilizados	 neste	
estudo	podem	 também	 interferir	 na	 ação	destas	proteínas,	 uma	vez	que	 se	 registaram	
alterações	significativas	ao	nível	da	regulação	do	ciclo	celular	nas	células	MG-63	tratadas	
com	diferentes	concentrações	e	combinações	de	fisetina	e	etoposido.	
Assim,	verificou-se	que	a	 fisetina	 foi	 responsável	pela	diminuição	da	percentagem	
de	células	em	fase	G1	e	pelo	aumento	em	S	e	G2.	Já	o	etoposido	reduziu	para	menos	de	
10%	a	percentagem	de	células	em	fase	G1	e	aumentou	para	mais	de	85%	a	percentagem	
em	G2	(Figura	11).	Estas	alterações	foram	verificadas	para	os	valores	IC15	e	IC30	dos	dois	
compostos	o	que	indica	que	baixas	concentrações	são	suficientes	para	causar	alterações	
no	 ciclo	 celular.	 Por	 sua	 vez,	 as	 diferentes	 combinações	 mostraram	 igualmente	 um	
decréscimo	 significativo	na	percentagem	de	 células	 em	 fase	G1	e	um	aumento	em	G2.	
Contudo,	nas	combinações	com	maior	 concentração	de	 fisetina	 face	à	 concentração	de	
etoposido,	 verificou-se	 um	 aumento	 na	 percentagem	 de	 células	 em	 fase	 G1	 e	 uma	
diminuição	 em	 G2	 comparativamente	 às	 combinações	 com	 maior	 concentração	 de	
etoposido	 (Figura	 12).	 Deste	 modo,	 concluiu-se	 que	 a	 distribuição	 do	 ciclo	 celular	 em	
células	 tratadas	 com	 combinações	 tende	 a	 assemelhar-se	 ao	 perfil	 do	 composto	
predominante	 e	 que	 tanto	 estas	 como	 os	 compostos	 isolados	 influenciam	 a	 dinâmica	
deste	ciclo.	
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Lu	et	al.	demonstraram	que	a	fisetina	induz	a	paragem	do	ciclo	celular	e	diminui	os	
níveis	de	ciclina	D,	ciclina	E,	CDK1,	CDK4	e	CDC25C	em	células	HT-29	(Lu	et	al.	2005).	Os	
níveis	das	mesmas	ciclinas	e	das	CDKs	2,	4	e	6	são	também	diminuídos	por	este	flavonol	
em	células	LNCaP	(Khan	et	al.	2008).	De	modo	a	verificar	se	as	alterações	registadas	na	
dinâmica	do	ciclo	celular	das	células	MG-63	tratadas	se	devem	a	variações	dos	níveis	de	
algumas	 destas	 proteínas,	 avaliou-se	 a	 expressão	 dos	 genes	 que	 codificam	 a	 ciclina	 B,	
ciclina	 E,	 CDC25C,	 CDK1	 e	 CDK2.	 Observou-se,	 então,	 um	 decréscimo	 significativo	 dos	
níveis	 de	 expressão	 do	 gene	 CDK1,	 relativamente	 ao	 controlo,	 e	 uma	 diminuição	 da	
expressão	 de	 CDK2	 (para	 menos	 de	 metade	 do	 valor	 médio	 do	 controlo)	 nas	 células	
tratadas	com	a	combinação	de	fisetina	e	etoposido.	Já	os	compostos	 isolados	causaram	
um	aumento	de	expressão	(superior	a	1,5)	de	ciclina	E.	Os	níveis	de	expressão	dos	genes	
CDC25C	e	CCNB1	(ciclina	B)	não	sofreram	alterações	assinaláveis	(Figura	13).	
O	aumento	da	percentagem	de	células	em	fase	G2	acompanhado	pela	diminuição	
dos	níveis	de	expressão	de	CDK1	em	células	tratadas	com	36,05	μM	de	fisetina	+	0,5	μM	
de	etoposido,	denuncia	um	atraso	na	fase	G2	provocado	pelos	baixos	níveis	de	CDK1	que	
comprometem	a	formação	do	complexo	ciclina	B/CDK1,	impedindo	a	progressão	do	ciclo	
celular.	 A	 expressão	 de	 CDK2	 é	 também	 diminuída	 por	 esta	 combinação	 o	 que	 pode	
indicar	uma	destabilização	do	complexo	ciclina	A/CDK2	e	um	consequente	atraso	na	fase	
S,	 já	que	se	observa	uma	ligeiro	aumento	da	percentagem	de	células	nesta	fase.	A	ação	
isolada	da	fisetina	é	igualmente	responsável	pela	diminuição	(embora	pouco	acentuada)	
dos	 níveis	 de	 expressão	 destas	 CDKs,	 o	 que	 sugere	 que	 este	 flavonol	 pode	 também	
intervir	 isoladamente	inibindo	a	formação	dos	complexos	mediados	por	estas	proteínas.	
Por	sua	vez,	os	compostos	isolados	provocaram	um	aumento	dos	níveis	de	expressão	de	
ciclina	E.	Um	acréscimo	de	expressão	desta	proteína	foi	também	registado	em	células	HT-
29	tratadas	com	concentrações	<	40	μM	de	fisetina	ao	longo	de	8	horas	(Lu	et	al.	2005).	Já	
em	 células	 LNCaP,	 os	 níveis	 de	 expressão	 desta	 ciclina	 só	 decresceram	 para	menos	 de	
metade	do	valor	médio	do	controlo	quando	as	mesmas	foram	expostas	a	concentrações	≥	
40	μM	de	fisetina	durante	48	horas	(Khan	et	al.	2008).	Estes	resultados	mostram	que	os	
níveis	de	ciclina	E	podem	ser	condicionados	pelas	características	da	linha	celular,	tempo	
de	exposição	e	pelas	 concentrações	de	 fitocomposto	utilizadas.	Assim,	 a	diminuição	da	
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expressão	desta	proteína	em	células	MG-63	 tratadas	com	a	combinação	VII	demonstra,	
mais	 uma	 vez,	 que	 a	 ação	 da	 fisetina	 é	 intensificada	 quando	 combinada	 com	 baixas	
concentrações	de	etoposido.	
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Os	resultados	obtidos	ao	longo	deste	trabalho	evidenciam	que	a	fisetina	é	de	facto	
um	 fitocomposto	 promissor	 no	 tratamento	 do	 cancro.	 As	 características	 deste	 flavonol	
indicam	 que	 futuramente	 pode	 integrar	 terapias	 com	 administração	 reduzida	 de	
quimioterápicos,	 tornando-as	 mais	 eficazes	 e	 melhorando	 a	 qualidade	 de	 vida	 dos	
pacientes.	
O	 presente	 estudo	 demonstra	 que	 a	 fisetina	 diminui	 a	 viabilidade	 e	 proliferação	
celular	da	linha	de	osteossarcoma	humano	MG-63.	O	efeito	anti-proliferativo	causado	por	
este	 flavonol	mantém-se	 quando	 o	mesmo	 é	 combinado	 com	 um	 dos	 quimioterápicos	
mais	 utilizados	 no	 tratamento	 deste	 tipo	 tumoral	 –	 o	 etoposido.	 Estes	 compostos	 são	
ainda	responsáveis	por	alterações	na	dinâmica	do	ciclo	celular,	observando-se	um	atraso	
na	 fase	 G2	 em	 células	 tratadas	 com	 combinações	 e	 com	 os	 compostos	 isolados.	 A	
diminuição	 dos	 níveis	 de	 expressão	 de	 CDK1,	 causada	 pela	 fisetina	 e	 pela	 combinação	
com	maior	 efeito	 anti-proliferativo,	 condiciona	 a	 transição	G2/M,	 o	 que	 comprova	 que	
este	flavonol	intervém	na	regulação	do	ciclo	celular	e	que	as	combinações	testadas	com	
baixas	 concentrações	 de	 etoposido	 intensificam	 a	 ação	 da	 fisetina	 em	 células	 MG-63.	
Como	 a	 progressão	 do	 ciclo	 celular	 depende	 da	 ação	 destas	 proteínas,	 a	 ausência	 de	
alterações	 assinaláveis	 na	 expressão	 génica	 dos	 restantes	 reguladores	 analisados	 torna	
relevante	 uma	 análise	 complementar	 por	 Western	 Blotting.	 Assim,	 seria	 possível	
quantificar	os	níveis	das	diferentes	ciclinas	e	CDKs,	detetar	proteínas	fosforiladas	e	totais	
(incluindo	outras	como	a	p53	e	a	pRb)	e	avaliar	de	maneira	mais	direta	o	seu	efeito	no	
ciclo	 celular.	 Quantificar	 os	 níveis	 de	 expressão	 de	 outros	 reguladores	 do	 ciclo	 celular	
seria	igualmente	importante.	Por	outro	lado,	analisar	a	existência	de	possíveis	alterações	
cromossómicas,	 danos	 no	 DNA	 e	 alterações	 na	 apoptose	 e	 em	 diferentes	 vias	 de	
sinalização	 celular	 torna-se	 necessário	 para	 clarificar	 os	 efeitos	 citotóxicos	 da	 fisetina	
nesta	e	noutras	linhas	tumorais.	Estudos	in	vivo	são	ainda	cruciais	para	assegurar	o	efeito	
anti-tumoral	deste	flavonol.	
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Anexo	I	
	
Isobolograma	
	
Figura	14	–	Isobolograma,	obtido	com	base	nos	valores	IC30	da	fisetina	e	etoposido,	através	
do	qual	foram	determinadas	várias	combinações	destes	compostos.	
	
	
Anexo	II	
	
Efeitos	da	fisetina	na	capacidade	de	recuperação	celular	da	linha	de	osteossarcoma	
U2OS	
A	 capacidade	 de	 recuperação	 celular	 foi	 avaliada	 através	 do	 ensaio	 clonogénico.	
Para	tal,	as	células	foram	expostas	a	diferentes	concentrações	de	fisetina	(5,	10,	17	e	20	
μM)	analisando-se	a	percentagem	e	a	área	total	das	colónias	formadas	a	partir	das	células	
tratadas.	
As	 diferentes	 concentrações	 testadas	 foram	 responsáveis	 por	 uma	 diminuição	 na	
percentagem	de	 colónias,	 sendo	esta	muito	 significativa	 (p<0,001)	nas	 concentrações	≥	
10	μM.	A	área	total	ocupada	pelas	colónias	foi	também	diminuída	em	todas	as	condições,	
com	efeito	significativo	nas	concentrações	≥	17	μM	(Figura	15).	
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Figura	15	–	Efeito	da	fisetina	na	capacidade	de	recuperação	celular	da	linha	de	osteossarcoma	U2OS.	A)	
Ensaio	clonogénico	expresso	em	%	de	colónias	formadas	(à	esquerda)	e	área	total	ocupada	pelas	colónias	(à	
direita);	B)	Colónias	formadas	após	tratamento	com	fisetina.	Os	dados	são	apresentados	em	média	±	desvio	
padrão	(n=3).	As	diferenças	foram	consideradas	estatisticamente	significativas	em	relação	ao	controlo	para	
p<0,05	e	encontram-se	assinaladas	com	(*).	As	barras	identificadas	com	(**)	apresentam	p<0,001.	
	
Deste	modo	verificou-se	que	baixas	concentrações	de	fisetina	são	suficientes	para	
diminuir	a	capacidade	de	recuperação	celular	da	linha	de	osteossarcoma	U2OS.	
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Anexo	III	
	
Histogramas	
Figura	 16	 –	Histogramas	 representativos	 da	 distribuição	do	 ciclo	 celular	 em	 células	MG-63	 tratadas	
com	 fisetina,	 etoposido	 e	 combinações.	 A)	 Controlo;	B)	 Fisetina	 IC15;	C)	 Fisetina	 IC30;	D)	 Etoposido	
IC15;	E)	Etoposido	IC30;	F	–	L)	Combinação	I	–	Combinação	VII.	Cada	histograma	corresponde	a	cerca	de	
7	mil	células/eventos	após	aplicação	de	gating	e	eliminação	de	dupletos.	
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